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Der Inhalt dieser Schrift weicht von den am Anmeldetag eingereichten Unterlagen ab 

@ Monoklonale Antikorper gegen das Thomsen-Friedenreich-Antigen, ihre Herstellung und ihre Verwendung 
zum Tumornachweis 

@ Die Erfindung betrifft monokionale Antikorper gegen das 
Thomsen-Friedenreich-Antigen und ihre Verwendung zum 
immunologischen und zum immunhistologischen Tumor- 
nachweis. Die neuen Antikorper gehoren zur Klasse M und 
haben eine hohe Spezifitat und Aviditat. Anwendungsgebie- 
te der Erfindung sind die medizinische Diagnostik und die 
pharmazeutische Industrie. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft monoklonale Antikorper gegen das Thomsen-Friedenreich-Antigen (TF- 
Antigen), ein Verfahren zu ihrer Herstellung und ihre Verwendung zum immunologischen und immunhistologi- 
5 schen Tumornachweis. Anwendungsgebiete der Erfindung sind die medizinische Diagnostik und die pharmazeu- 
tische Industrie. 

Das TF-Antigen ist ein weit verbreitetes menschliches Tumorantigen, das auf normalen Korperzellen nicht 
vorkommt Es eignet sich daher zur Unterscheidung von normalen Zellen und Tumorzellen sowie auch zu 
immuntherapeutischen Ansatzen. 
io Es ist bekannt, daB bereits Antikorper gegen dieses Antigen hergestellt wurden. Die Herstellung monoklona- 
ler Antikorper wurde z. B. von I. Steuden et al, Glycoconjugate J. 2, 203 (1985), beschrieben. 

Es wurden auch schon Versuche unternommen, Tumornachweise mit Hilfe solcher Antikftrper zu entwickeln. 
Die Schwierigkeit bei diesen Versuchen besteht darin, daB im Serum von Tumorpatienten neben dem TF-Anti- 
gen gleichzeitig Anti-TF-Antikorper sowie Antigen-Antikorper-Komplexe vorliegen. Deshalb werden an die 
15 Spezifitat der einzusetzenden monoklonalen Antikdrper hohe Anforderungen gestellt, die von den bisher 
bekannten Antikorpern nicht erfullt worden sind. 

Die Erfindung hat das Ziel, den Tumornachweis zu verbessern. Ihr liegt die Aufgabe zugrunde, monoklonale 
Antikorper gegen das TF-Antigen bereitzustellen, die eine hohe Spezifitat aufweisen und in der genannten 
Zielrichtung verwendet werden konnen. 
20 Die Aufgabe der Erfindung wird gemaB den Anspnichen 1, 7, 12 und 13 gelost, die Unteranspriiche sind 
Vorzugsvarianten. 

Die Hybridzellen werden erfindungsgemaB hergestellt durch 

A. Immunisierung von Versuchstieren, in erster Linie von Mausen, mit natiirlichem oder synthetisch herge- 
25 stelltem TF-Antigen, 

B. Isolierung von Lymphozyten aus den Versuchstieren und Immortalisierung der Lymphozyten durch 
Zellfusion mit geeigneten Myelomzellen bzw. eine andere geeignete Immortalisierungsmethode, 

C. Selektion der danach erhaltenen ca. 10000 immortalisierten Zellklone, 

D. Testen der immortalisierten Zellinien auf die Produktion von Antikorpern gegen das TF-Antigen, 

30 E. Klonierung der Zellen aus den Kulturen, die Antikorper gegen das TF-Antigen produzieren, Vermehrung 

dieser Zellklone und Gewinnung der von diesen Zellen produzierten spezifischen Antikorper und 
F. Ermittlung der Feinspezifitat der Antikorper. 

Zur Immunisierung wird entweder menschliches Glykophorin A, dessen Neuraminsaurereste abgespalten 
35 wurden, oder synthetisch hergestelltes und an Serumalbumin chemisch gebundenes TF-Antigen eingesetzt Als 
Versuchstiere fur die Immunisierung werden Mause, in erster Linie BALB/c-Mause, benutzt Die Immortalisie- 
rung der aus den Versuchstieren gewonnenen Lymphozyten wird vorzugsweise durch Zellfusion mit Myelom- 
zellen der Linie X63-Ag8.653 unter Zusatz von Polyethylenglykol (PEG) durchgefuhrt. 

Die fusionierten Zellen werden durch ein selektives Kulturmedium isoliert, vorzugsweise durch Azaserin. Die 
40 immunologische Auswahl erfolgt aus ca. 10000 insgesamt gewachsenen Klonen, aus denen die Hybridzellklone 
mit der besten Spezifitat gegen TF-Antigen isoliert werden. Im Falle der Immunisierung mit menschlichem 
Glykophorin A, dessen Neuraminsaurereste abgespalten wurden, wurde als aktivster Zellklon A78-G/A7 erhal- 
ten. Im Falle der Immunisierung mit synthetischem und an Serumalbumin chemisch gebundenem TF-Antigen 
wurde als aktivster Zellklon A68-B/A1 1 erhalten. 
45 Die Zellklone haben folgende Eigenschaften: 

A78-G/A7 

Spezifitat gegen das alpha- und beta-Anomere des TF- Antigens sowie das Gangliosid Asialo- G m \. 
50 Ig-Klasse M. Geeignet fiir Gefrier- und Paraffinschnitte, Enzymimmunoassays und Hamagglutinationstests. 
Hinsichtlich der Assaybedingungen sehr variabel und daher in vielen Assays einsetzbar, hohe Aviditat 

A68-B/A11 

55 Spezifitat vorwiegend gegen das Beta-Anomere des TF-Antigens und TF-verwandte Glykolipide (Asialo- 
G m i). Hohe Aviditat. Ig-Klasse M. Geeignet vorzugsweise fiir Gefrierschnitte. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung der erfindungsgemaBen monoklo- 
nalen Antikorper als Nachweisreagenzien. Sie konnen zum immunhistologischen Nachweis von Tumoren vor- 
teilhaft verwendet werden. Dabei wird der Kulturiiberstand (konditioniertes Kulturmedium) der betreffenden 

60 Hybridomzellinien oder gereinigter Antikorper in geeigneter Verdunnung eingesetzt. Der Test selbst wird nach 
einer gangigen histologischen Technik an Gefrier- oder Paraffinschnitten durchgefuhrt, z. B. mittels der soge- 
nannten ABC-Technik. Besonders geeignet fiir diese Methode sind die von der Hybridzellinie A78-G/A7 
produzierten Antikorper. 

Die erfindungsgemaBen Antikorper konnen gleichermaBen zum immunologischen Nachweis von Tumoren in 
65 Korperfliissigkeiten wie z. B. Blutplasma eingesetzt werden. Dabei ist es notwendig, die gleichzeitige Anwesen- 
heit von Antigen, Antikorpern und Antigen-Antikorper-Komplexen zu beriicksichtigen. 

Ein anderes Einsatzgebiet ist der Nachweis von TF-Antigen und verwandten Antigenen auf Glykolipiden. 
Dieser Nachweis ist vor allem in der medizinisch-biologischen Grundlagenforschung von Bedeutung. 
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Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung der erfindungsgemaBen Antikorper zur Isolierung 
und Reinigung von TF-Antigen. Dafiir sind vor allem die von der Hybridzellinie A78-G/A7 produzierten 
Antikorper geeignet 

Durch die Erfindung wird ermoglicht, den Nachweis des TF-Antigens exakter als bisher durchzufuhren. Der 
Einsatz der erfindungsgemaBen Antikorper sichert, daB eine immunologische Reaktion definitiv nur mit einem 5 
Epitop des TF-Antigens erfoigt. Dadurch ist eine hohe Spezifitat gegeben, und die Ergebnisse mit verschiedenen 
Proben sind reproduzierbar. Deshalb sind die erfindungsgemaBen monoklonalen Antikorper besonders geeignet 
fur die Fruherkennung und den Nachweis verschiedener Tumore sowohl auf immunhistologischem wie auf 
immunologischem Wege. 

Die Erfindung soli nachfolgend durch Ausfuhrungsbeispiele naher erlautert werden. 10 

Ausfiihrungsbeispiele 
Beispiel 1 

15 

Herstellung der Hybridomzellinie A78-G/A7 und von Antikorpern 

Inzuchtmause des Stammes Balb/c wurden intraperitoneal mit 100 jig Asialo-Glykophorin (Sigma, Deisenho- 
fen) in PBS, gemischt mit komplettem Freundschem Adjuvans, immunisiert Nach 24 h wurden lOOmg/kg 
Korpergewicht Cyclophosphamid in PBS, ebenfalls i. p. verabreicht. Zwei Wochen spater (4 Tage vor Entnahme 20 
der Milzzellen) wurde mit 100 jig Asialo-Glykophorin ohne Adjuvans nachimmunisiert 

Aspetisch praparierte Milzzellen einer wie vorstehend beschrieben immunisierten Maus wurden nach Stan- 
dardmethoden (Peters, H. H., et al: "Monoklonaie Antikorper, Herstellung und Charakterisierung", Springer, 
Berlin 1985: Karsten. U., et al , Methods in Enzymology 220, 228, 1993) mit Hilfe von Polyethylenglykol mit 
Maus-Myelomzellen der Zellinie X63-AgS. 653 (Kearney, J. F., et al, J. Immunol 123, 1548, 1979) fusioniert Die 25 
Selektion der Hybridome erfolgte in Mikrotestplatten in einem Selektionsmedium mit Azaserin. das Hybridom- 
wachstum wurde mit Peritoneal-Feederzellen von Balb/c-Mausen gefordert. 

Die Testung der Kulturuberstande auf spezifische Antikorper gegen das TE-Antigen erfolgte in Enzymimmu- 
noassays sowie in der Immunfluoreszenz. Fur den Enzym immunoassay wurden Asialo-Glykophorin (2 [ig/ml. 
50 u.1 pro Well) bzw. Glykophorin (als Negativkontrolle: gleiche Konzentration) an die feste Phase von Mikro- 30 
testplatten gebunden. Dann wurden je 50 uJ des zu priifenden Kulturuberstandes dazugegeben und inkubiert 
Der Nachweis spezifischer Antikorper erfolgte uber Peroxidase-markiertes Kaninchen-Anti-Maus-Ig nach 
ublichen Verfahren. Die Auswertung erfolgte mit einem Testplatten- Photometer (Spektra. SLT Labinstruments, 
Salzburg). Dabei wurde insbesondere nach Hybridom-Oberstanden gesucht, die mit Asialo-Glykophorin, nicht 
aber mit Glykophorin reagierten. Zwei Hybridome (A78-G/A7 und A78-H/C8) erfuilten diese Bedingung. Fur 35 
den Immunfluoreszenztest wurden Zellen der Mammakarzinom-Zellinie T-47D (Keydar, L, et al, Eur. J. Cancer 
15, 659, 1979) auf Multitest-Objekttrager ais Monolayer- Kultur fur 2 Tage aufwachsen gelassen, und zwar in 
zwei Sublinien (TF + und TF"). Danach wurde das Kulturmedium abgesaugt, und die Praparate wurden trock- 
nen gelassen. Der Test selbst wurde in liblicher Weise durch Inkubation mit Hybridom-Kulturttberstanden und 
nachfolgend mit FITC-markiertem Ziegen-Anti-Maus-Ig durchgefuhrt und unter dem Fluoreszenzmikroskop 40 
(Jenamed fluorescence, C Zeiss, Jena) ausgewertet Im Immunfluoreszenztest wurden alle Kulturuberstande 
gepruft, die im Enzymimmunoassay positiv waren. Dabei wurde insbesondere nach solchen Oberstanden ge- 
sucht, die mit der TF + -Variante, nicht aber mit der TF~-Variante reagierten. Dariiber hinaus wurde die 
zytologische Lokaiisation des Antigens registriert und mit der Reaktion von FITC-markiertem ErdnuBlektin 
(PNA: Serva, Heidelberg) verglichen. Von den beiden im Enzymimmunoassay gefundenen Hybridom-Oberstan- 45 
den erfullte einer (A78-G/A7) die Bedingungen des Immunfluoreszenztests. Das Hybridom A78-G/A7 wurde 
nach ublichen Methoden (Peters, H. H., et al., 1. c.) durch limitierende Verdunnung mehrfach kloniert und fur die 
Langzeitlagerung bei -196°C eingefroren (Karsten, U., in Friemel, R, Hrsg., "Immunologische Arbeitsmetho- 
den", 4. Auf L, S. 3 1 1 f f Fischer, Jena, 1991). 

Die erfindungsgemaBe Produktion des Antikorpers der Hybridomzellinie A78-G/A7 erfolgte in ublichen 50 
Flaschenkulturen. Kulturuberstand aus diesen Kulturen wurde in alien folgenden Spezifitatstests und immunzy- 
tologischen sowie immunhistologischen Untersuchungen eingesetzt (siehe Beispiele 3 —5). 

Isotypenbestimmung; Der Isotyp des Antikorpers A78-G/A7 wurde mit einem kommerziellen Testkit (Phar- 
mingen, San Diego, USA) als IgM, kappa ermittelt 

55 

Beispiel 2 

Herstellung der Hybridomzellinie A68-B/A1 1 und von Antikorpern 

Inzuchtmause des Stammes Balb/c wurden intraperitoneal mit einer Mischung von TFp-BSA (synthetischem 6 o 
TFp, uber O-.CETE an BSA gekoppelt: Janssen Biochemica, Beerse, Belgien) in PBS und komplettem Freund- 
schem Adjuvans (Difco Laboratories, Detroit, USA) immunisiert. In Abstanden von > 1 Mio. wurde dreimat 
ohne Zusatz von Adjuvans nachimmunisiert. Vier Tage nach der letzten Immunisierung wurden Milzzellen einer 
dieser Mause nach Standardmethoden (Peters, H. H., et al. "Monoklonaie Antikorper, Herstellung und Charakte- 
risierung", Springer, Berlin, 1985) mittels Polyethylenglykol mit Maus-Myelomzellen der Zellinie X63-Ag8.653 65 
(Kearney, J.F., etaL, J. Immunol. 123, 1548, 1979) fusioniert. Die Selektion der Hybridome erfolgte mittels 
Azaserin in Mikrotestplatten: das Wachstum wurde durch Peritoneal-Federzelien unterstutzt. 

Das Screening der Hybridom-Kulturuberstande auf spezifische Anti-TF- Antikorper wurde mittels Enzymim- 
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munoassays und Immunfluoreszenztests durchgefuhrt. Im ersten Fall dienten TFp-BSA und BSA (Negativkon- 
trolle), an Mikrotestplatten gebunden, als Antigene. Diese wurden mit 50 jxl Hybridom-Kulturuber stand pro 
Well inkubiert. Der Nachweis spezifisch gebundener Antikorper wurde in ublicher Weise mit Peroxidase-konju- 
giertem Zweitantikorper vorgenommen. Immunfluoreszenztests wurden an Multitest-Objekttragern ausge- 
fuhrt, die mit einer Zell-Monolayer der Mammakarzinoma-Zellinie MCF-7 (Soule, H. D., et al., J. Nat. Cancer 
Inst. 51, 1409, 1973) bewachsen waren. Zum Nachweis spezifischer Hybridom-Antikdrper diente in diesem Fall 
FITC-markiertes Antiserum gegen Maus-Ig. 

Bei der Untersuchung der aus dem Experiment hervorgegangenen Hybridome wurden mehrere gefunden, die 
im Enzymimmunoassay mit TFp-BSA, nicht aber mit BSA reagierten (A68-B/A11, A68-E/A2, A68-E/E3). Unter 
diesen Antikorpern zeigte jedoch nur A68-B/A1 1 eine Reaktion mit MCF-7-Zellen 

Das Hybridom A68-B/A11 wurde nach der Methode der limitierenden Verdunnung mehrmals kloniert, zur 
Langzeitlagerung bei — 196°C eingefroren und erfindungsgemaB zur Antikorperproduktion durch Kultivierung 
oder nach Transplantation herangezogen. 

Als Isotyp des Antikorpers A68-B/A1 1 wurde IgM, kappa ermittelt 

Beispiel 3 

Reaktionsspektrum der monoklonalen AntikSrper A78-G/A7 und A68-B/A1 1 

3.1 Reaktionsspektrum in Enzymimmunoassays mit einer Anzahl von Antigenen 

Als Methode dienten tibliche Enzymimmunoassays in Mikrotestplatten mit an die feste Phase adsorbierten 
Antigenen. Nach Inkubation mit dem monoklonalen Antikorper in verschiedenen Verdiinnungen erfolgte der 
Nachweis mit Peroxidase-markiertem Anti-Maus-Ig und anschlieBender Farbreaktion mit o-Phenylendiamin. 
Die Extinktionen wurden mit einem Testplattenphotometer (Spectra, SLT Labinstruments) gemessen und 
ausgewertet(Tab. 1). 

Tabelle 1 

Reaktion der monoklonalen Antikorper A78-G/A7 und A68-B/A11 (Spezifitat:Thomsen-Friedenreich- Antigen) 

mitTF" 5 "- und TF _ - Antigenen 



Antigen TF A7S-G/A7 A6S-B/A11 



Glykophorin 

As i a lo-Glykophor in + 

TFa-BSA + 

TFa-BSA + 

BSA 

Anti-freeze g I yco- 
protein + 
As ia I o-Mucin aus 
Rindersperma + 
Gangliosid Gm i 
Asialo-Gsii + 
As ia lo-Fetuin 



++ ( + ) 

( + ) ++ 
+ +++ 



( + ) 



3.2 Immunabsorptionsprofile der monoklonalen Antikorper A78-G/A7 und A68-B/A1 1 
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Methode: Antikorperhaltige Kultturuberstande wurden mit tragergebundenen synthetischen Oligosacchariden 
(Synsorb. Chembiomed, Edmonton, Canada) inkubiert und ihr Titer vor und nach Immunabsorption verglichen. 

Tabelle 2 

Absorptionsprofile mit synthetischen Immunosorbentien (Synsorb.), Symbole: -f = volistandige, ( -f ) = 

partielle, — = keine oder marginale Absorption 

Synsorb-Typ (Antigen) A7S-G/A7 A6S-B/AI1 



T (Gallol-3GaiXAc-) + + 

A {Blutgruppe A) (+) + 

Le c (GalBl-3Gl cXAc-) + 

Forssman (F. -Antigen) - + 

Le a (Lewis a) 

Le b (Lewis b) 

Le* (Lewis x) - 

X-Ace tyl laktosamin ( + ) 

Beispiel 4 

Charakteristik des Antikorpers A78-G/A7 (Anti-TF- Antigen) 

4.1 Temperaturabhangigkeit der Antigen- Antikorperbindung (Abb. 1). Antigen: Asialo-Glykophorin, 2 jig/ml, 
50 jxIAVelL Abszisse: Verdunnung des Antikorpers: Anfangskonzentration 45 u-g/mi. 

4.2 pH-Abhangigkeit der Antigen- An tikGrperbindung (Abb. 2). Antigen: Asialo-Glykophorin, 2 u.g/ml, 
50 jxlAVeil. Abszisse: Verdunnung des Antikorpers; Anfangskonzentration 45 jig/ml. 

Beispiel 5 

Immunhistologischer Nachweis von Tumoren mit dem Antikorper A78-G/A7 

5.1 Reaktion von menschlichen Zellinien mit A78-G/A7 (Tab. 3). Methodik: Immunfluoreszenztest an Zellen 
auf Multitest-Objekttragern 
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Tabelle 3 

Immunzytologie mit dem Antikorper A78-G/A7 (Spezifitat:Thomsen-Friedenreich- Antigen) 
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Anmerkung: Das Reakt ionsmuster' des Antikorpers A78-G/A7 mit den 
untersuchten Zellinien entspricht der Expression des TF-Antigens 
auf diesen Zellen 
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5.2 Ergebnisse immunhistologischer Studien an einer Reihe von menschlichen Geweben (Tab. 4). 
Methodik: Paraffin-(P) oder Gefrierschnitte (G); Nachweissystem ABC Elite-Kit (Vector Laboratories, Burlinga- 
me, USA). 

55 



60 



65 
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Tabelle 4 

Immunhistologie mit dem Antikorper A78-G/A7 (Spezifitat; Thomsen-Friedenreich-Antigen) 
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Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Herstellung von monoklonalen Antikorpern gegen das Thomsen-Friedenreich-Antigen 
(TF-Antigen) mittels klonierter Hybridzeilen, die hergestellt werden durch: 

A. Immunisierung von Versuchstieren, in erster Linie von Mausen, mit naturlichem oder synthetisch 
hergestelltem TF-Antigen, 

B. Isolierung von Lymphozyten aus den Versuchstieren und Immortalisierung der Lymphozyten durch 
Zellfusion mit geeigneten Myelomzellen bzw. eine andere geeignete Immortalisierungsmethode, 

C. Selektion der immortalisierten Zellinien, 

D. Testen der immortalisierten Zellinien auf die Produktion von Antikorpern gegen das TF-Antigen, 

EL Klonierung der Zellen aus den Kulturen, die Antikorper gegen das TF-Antigen produzieren, Ver- 
mehrung dieser Zellklone und Gewinnung der von diesen Zellen produzierten spezifischen Antikorper 
und 

F. Ermittlung der Feinspezif itat der Antikorper. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als TF-Antigen menschliches Glykophorin A 
nach Abspaltung der Neuraminsaurereste eingesetzt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als TF-Antigen synthetisch hergestelltes und an 
Serumalbumin chemisch gebundenes TF-Antigen eingesetzt wird. 

4. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB als Myelomzel- 
len fur die Zellfusion vorzugsweise Zellen der Linie X63-Ag&653 verwendet werden. 

5. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Zellfusion 
oder Efusion mit Hilfe von Polyethylenglykol (PEG) durchgefiihrt wird. 

6. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB die fusionier- 
ten Zellen durch ein selektives Kulturmedium isoliert werden. 

I. Monoklonale Antikorper gegen das TF-Antigen, hergestellt durch Vermehrung von Hybridomzeliklonen, 
die nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 6 hergestellt werden. 

8. Monoklonale Antikorper nach Anspruch 7 gegen das alpha-Anomere des TF-Antigens, wie es im 
Glykophorin nach Abspaltung der Neuraminsaurereste vorkommt. 

9. Monoklonale Antikorper nach Anspruch 7 mit bevorzugter Reaktion gegen das Beta-Anomere des 
TF-Antigens. 

10. Monoklonale Antikorper nach Anspruch 7 und 8, hergestellt durch Vermehrung der Hybridzellinie A 
78-G/A7. 

II. Monoklonale Antikorper nach Anspruch 7 und 9, hergestellt durch Vermehrung der Hybridzellinie A 
68-B/A11. 
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12. Hybridzellinien, hergestellt nach einem oder mehreren der Anspruche 1 —6. 

13. Verwendung der monoklonalen Antikorper nach einem oder mehreren der Anspruche 7 bis 11 als 
Nachweisreagenzien. 

14. Verwendung der monoklonalen Antikorper gemaB einem oder mehreren der Anspruche 7 bis 11, 
bevorzugt von A 78-G/A7, zum immunhistologischen Nachweis von Tumoren. 

15. Verwendung der monoklonalen Antikorper nach einem oder mehreren der Anspruche 7 bis 11 zum 
immunologischen Nachweis von Tumoren. 

16. Verwendung der monoklonalen Antikorper nach einem oder mehreren der Anspruche 7 bis 11 zur 
Preparation von TF- Antigen. 

17. Verwendung der monoklonalen Antikorper nach Anspruch 7 und 1 1 zum Nachweis von TF- Antigen und 
verwandten Antigenen auf Glykolipiden. 
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